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RESUMEN

En la preparaciéon de alimentos se utiliza frecuentemente el ajo debido al sabor
que le confiere a la comida. Ademas, el ajo se ha usado por miles de afios en la medicina
popular. Se piensa que algunas de sus propiedades benéficas pueden deberse a la
capacidad que tiene de neutralizar las especies reactivas de oxigeno. El calentamiento
del diente de ajo entero inhibe la formacién de alicina a partir de alina debido a la
inactivacién de la enzima alinasa, ya que cuando el diente de ajo se corta sin
calentamiento previo, la enzima alinasa transforma a su sustrato alina en alicina. El
calentamiento a ebullicion de los extractos acuosos de diente de ajo crudo (antes y
después de cortarlo) y de ajo en polvo determina la estabilidad de los compuestos
antioxidantes presentes.

Se evaluo si el calentamiento a ebullicion por 30 minutos de extractos acuosos de
diente de ajo (antes y después de cortarlo) y de ajo en polvo modifica su capacidad para
atrapar anién superéxido (Oz-), peréxido de hidrégeno (H20;) y radical hidroxilo (*OH).
También se evalu6 la actividad antioxidante de ajo en polvo presente en las siguientes
preparaciones comerciales: Arkocapsulas, Cirkulin y Ajo deshidratado.

Se utiliz6 la espectrofotometria visible y ultravioleta para medir la capacidad de
los diferentes extractos para neutralizar Oz, H2O2y ‘OH. En el sistema de O se midi6 la
reduccion del azul de nitrotetrazolio a 560 nm, en el sistema de H2O; la formacién de un
complejo de Fe?*-naranja de xilenol a 560 nm, y en el sistema para medir -OH, la
formacién de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico a 532 nm. La capacidad de los
extractos para neutralizar cada una de las especies se comparé con estandares: acido
nordihidroguaiarético para Oz, piruvato para H20, y dimetiltiourea para radical -OH. Se
calcul6 la ICso para cada uno de los extractos. La ICso representa la concentracion de la
muestra que se requiriere para inhibir o atrapar el 50% de Oz, H2O2 y ‘OH in vitro. Entré
menor sea el valor de la ICso, mayor es la capacidad del compuesto para atrapar Oz-,
Hz0,0 OH. '

El extracto de ajo en polvo es 23% mas efectivo que el ajo en polvo calentado para
neutralizar O>-. El 4cido nordihidroguaiarético es 638, 825, 4,188, 2,275, 1,775 y 1,086



veces més efectivo que los extractos de ajo en polvo, ajo en polvo calentado, de diente de
ajo crudo, calentado de diente de ajo crudo, diente de ajo hervido y Arkocapsulas,
respectivamente. El calentamiento no afecté la capacidad de los extractos de diente de
ajo para neutralizar Oz-. El extracto de ajo en polvo es 34% mas efectivo que el ajo en
polvo calentado para neutralizar H20; el piruvato es 2, 3, 1.34, 1.24, 1.21, 4, 2 y 11 veces
mas efectivo que los extractos de ajo en polvo, ajo en polvo calentado, de diente de ajo
crudo, calentado de diente de ajo crudo, diente de ajo hervido, Ajo deshidratado,
Arkocapsulas y Cirkulin, respectivamente. Los extractos de ajo en polvo, de diente de
ajo y preparaciones comerciales no mostraron ICs para radical -OH, excepto el extracto
de ajo en polvo de Ajo deshidratado que fue 144 veces menos efectivo que la
dimetiltiourea.

El calentamiento de ajo en polvo afecta su capacidad para neutralizar Oy y H2Ox.
Sin embargo, el calentamiento de los extracto de diente de ajo no afecta su capacidad
para atrapar Oz, H2O2 y ‘OH, sugiriendo que sus constituyentes sulfurados, como la
alina, le confieren dicha ac;tividad antioxidante. La actividad antioxidante del ajo en
polvo presente en cada forma farmacéutica no fue uniforme.

La actividad antioxidante del ajo est4 presente, atin cuando la alinasa es inhibida
al calentar por 30 minutos el diente de ajo (antes de cortar), sugiriendo que los
compuestos presentes antes y después de la activacién de la alinasa tienen capacidad
antioxidante. Los compuestos con actividad antioxidante son estables a la temperatura
de ebullicién del extracto de diente de ajo y de ajo en polvo por 30 minutos. La actividad

antioxidante de las presentaciones comerciales no es uniforme.



1. Introduccién

A pesar del extenso conocimiento que se tiene acerca de las propiedades
terapéuticas del ajo como anticancerigeno (Song y Milner, 2001), antibiético natural,
hipoglucemiante, cardioprotector (Block, 1996; Brace, 2002), hipolipemiante,
antihipertensivo (Banerjee et al.,, 2002), antitrombético (Ali, 1995; Bordia et al., 1996),
protector en el sindrome nefrético crénico (Pedraza-Chaverri et al., 2000b), en la
lipoperoxidacién de mitocondrias del corazén (Awazu y Horie, 1997), en el dafio a tejido
inducido por quemadura (Sener et al,, 2003), como antihipertensivo (Banerjee et al.,
2002), e inhibidor de la agregacion plaquetaria en conejos (Ali et al., 1999), se siguen
estudiando més de sus propiedades. Se piensa que dichas propiedades se deben a la
actividad que tiene el ajo para reducir la produccién de radical -OH (Yang et al., 1993;
Prasad et al., 1996), inhibir lipoperoxidacién (Yin y Chen, 1998), lipohidroperoxidacién
(Yang et al., 1993), inhibir la produccién de anién Oz~ (Siegers et al., 1999) e inhibir la
oxidacion de las lipoproteinas en suero humano (Gil-Ortiz, 2004), por mencionar
algunos. Se ha visto que el ajo en polvo tiene propiedades hipolipemiantes y disminuye
el dafio renal en el sindrome nefrético crénico (Pedraza-Chaverri et al., 2000a), es
antihipertensivo (Pedraza-Chaverri et al., 1998) e inhibe la formacion de O2- en
granulocitos (Siegers et al., 1999). Se piensa que las propiedades antioxidantes se deben
a los compuestos organosulfurados presentes en el ajo. Estos compuestos
organosulfurados estdn presentes en el diente de ajo entero como S-alquil-L-cisteina
sulfoxidos y como y-L-glutamil-S-alquil-L-cisteinas, cuando el ajo es cortado la
estructura celular se pierde y la alinasa, enzima presente en células vasculares, se libera,
transformando al principal sulféxido de cisteina, la alina, en alicina (Lawson, 1998).

Hay reportes que indican que la alicina induce apoptosis e inhibe la proliferacién
de células cancerigenas (Oommen et al., 2004), reduce la presién arterial, la insulina y los.
triglicéridos (Elkayam et al., 2001). Hay compuestos que protegen la lipoperoxidaci6én de
mitocondrias del corazén como el dialil pentasulfuro (Awazu y Horie, 1997), y otros que
tienen efectos antioxidantes y antiglicativos en las LDL como el dialil sulfuro, el dialil

disulfuro, la S-alilcisteina, la S-etilcisteina, la S-metilcisteina y la S-propilcisteina (Huang



et al., 2004). El extracto de ajo envejecido preparado colocando los dientes de ajo en una
solucion de etanol al 20% por 20 meses, aunque tiene menor cantidad de alicina, S-metil
y-glutamil cisteina, S-alil y-glutamil cisteina y S-trans-1-propenil y-glutamil cisteina
comparado con el polvo de ajo (Block, 1996), inhibe la oxidacion de las LDL de células
endoteliales (Ide y Lau 2001) y tiene actividad bacteriostatica y bactericida contra
Helicobacter pylori (Cellini et al., 1996). También se ha encontrado que la S-alil cisteina
disminuye la progresién aterogénica al inhibir la oxidacion de las LDL (Ho et al., 2001;
Ide y Lau, 2001). Se han hecho estudios y se ha visto que la alina reduce la produccién
de radical -OH (Kourounakis y Rekka, 1991), atrapa H20z e inhibe la lipoperoxidacién
(Ide et al., 1996). La metina, otro compuesto presente en el ajo entero atrapa radical -OH
y 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH) (Xiao y Parkin, 2002). La alicina compuesto que se
forma cuando el ajo es cortado reduce la produccién de radical -OH (Xiao y Parkin, 2002;
Prasad et al., 1995), inhibe la lipoperoxidaci6n (Prasad et al., 1995), atrapa 1O, y DPPH
in vitro (Xiao y Parkin, 2002).

‘ Teniendo presente estos estudios, y conociendo que el calentamiento del diente
de ajo a ebullicion del agua por 15 minutos, inhibe a la alinasa y con ello la formacién de
los tiosulfinatos (Koch y Lawson, 1996), se pretende evaluar si el calentamiento por 30
minutos de extractos de diente de ajo (antes y después de cortar) y de polvo de ajo
mantienen su actividad antioxidante. También se determinara la actividad antioxidante
de extractos de polvo de ajo presente en tres diferentes presentaciones comerciales: Ajo
deshidratado, Arkocapsulas y Cirkulin. Por ello, este trabajo nos lleva a los siguientes
cuestionamientos: jla actividad antioxidante de los extractos de diente de ajo y ajo en
polvo dependera de la actividad de la alinasa? y ;el calentamiento afectara la actividad
de los compuestos antioxidantes presentes en el diente y ajo en polvo? Se tratara de

responder a dichas interrogantes en el desarrollo de este trabajo.



2. Antecedentes
2.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

En el organismo se producen ERO, las cuales se han visto involucradas en
diferentes padecimientos tales como la diabetes (Maritim et al., 2003) dafio renal
(Maldonado et al., 2003a; Pedraza-Chaverri et al., 2000a), trombosis (Ali, 1995), dafio a
tejido inducido por quemadura (Sener et al., 2003), hipertension (Reckelhoff y Romero,
2003; Leiva et al, 2000), hiperglicemia (Maritim et al, 2003), enfermedades
cardiovasculares (Masnatta et al., 2003) y el envejecimiento (Fukagawa, 1999), debido a
la reactividad que presentan con biomoléculas.

La formacién de ERO tiene su origen en la reduccién incompleta del oxigeno a
agua como se muestra en la figura I

REDUCCION UNIVALENTE DEL OXIGENO

e : pe -

02 > O = H;0; 4> OH —»2H;0
2H* '(;H 2H*
Figura I. Formacion de ERO

La presencia de estas ERO es mas evidente en las células de algunos tejidos
cuando estan bajo condiciones desfavorables (Ueda et al., 2001).

La prostaglandina endoperoxido H sintasa (PGH sintasa) responsable del
metabolismo del 4cido araquidénico a PGG: y posteriormente hidroperoxidacion de esta
altima a PGH,, como las peroxidasas, son capaces de oxidar un gran niimero de
cofactores. Esta oxidacién sigue una cadena de reacciones que involucran la formaci6én
de radicales libres.

La generacion de anién superéxido (Oz27) durante la accion de la PGH sintasa,

lipoxigenasa asi como de las peroxidasas depende de un intermediario de estas enzimas



con NADH o NADPH para producir el radical NAD- y NADP, respectivamente, como
se muestra en las siguientes reacciones:
Peroxidasa + hidroperéxido (ROOH) — Intermediario (I)-Peroxidasa + ROH
Intermediario (I)-Peroxidasa + NADH — II-Peroxidasa + NAD:
II-Peroxidasa+ NADH —— Peroxidasa + NAD-
NAD-+0O2 —> NAD*+ Ox
NADP-+02 — NADP*+ Oy

El mecanismo de generacién de Oz por la PGH sintasa y la lipoxigenasa en
presencia de NADH y NADPH es anélogo al reportado con las peroxidasas (Kukreja et
al., 1986).

La ubisemiquinona es la donadora directa de electrones al Oz responsable de la
generacién de Oz~ y de peréxido de hidrégeno (H202) en el complejo III de la cadena
respiratoria (Turres et al., 1985).

El ani6én Oz y el H2O; también son producidos cuando algunas enzimas
involucradas en el transporte de electrones son oxidadas en condiciones aerobias. Las
enzimas que producen estas especies utilizan flavina como coenzima y generan dichas

especies como se muestra en siguiente figura II (Imlay, 2003).
FADH,+0, => FADH | 0y
0O,” g
s

" DH' [FADH ||, 0]
02'-

FAD'  pAD.OOH
M H
\'b H,0,

FAD'

+

Figura II. Autoxidaci6n de una flavoproteina 8



Otra via para generar Oz es la oxidaci6n de las catecolaminas como la adrenalina por el

radical NAD- como se muestra a continuacién:

NAD + ADRENALINA ——» ADRENALINA-SEMIQUINONA + NAD"

ADRENALINA-SEMIQUINONA + O, — 0"+ ADRENOCROMO

La oxidacion de las deshidrogenasas otra via para generar anién Oz, H2O; y radical

‘OH, se muestra en las siguientes reacciones: (Turres y Boveris, 1980)

0, +H"+ (DH)-NADH __, H;0, + (DH)-NAD
(DH)-NAD +0; — 0O;”+NAD'
H,0, + Cit® — 4 Cit. & -OH + HO'
Cit.¢®-OH +NADH —, Cit.¢** +H,0 + NAD

La reaccion de Fenton describe otro mecanismo por el cual se genera radical ‘OH a partir

de H20 y Fe?*.

Fe’* + HHO, —» OH- + FeO?* + H* — Fe3* + OH-+ -OH

2.2 Sistemas antioxidantes celulares

En el organismo, las ERO mantienen un equilibrio con sistemas antioxidantes
naturales endogenos tanto enzimaticos (tabla 1) como no enzimaticos (vitamina C,
vitamina E, bilirrubina, 4acido trico, flavonoides, glutatién, p-carotenos, etc.) (Cohen-
Kerem y Koren, 2003). Las ERO tienen un efecto benéfico en el organismo, como ayudar
a los leucocitos a destruir bacterias ocasionandoles dafio a la estructura celular. Sin
embargo, existen condiciones desfavorables en las cuales se rompe este equilibrio de
antioxidantes y pro-oxidantes como la dieta baja en antioxidantes, la disminucién de
antioxidantes endogenos o el aumento de ERO por un estado patolégico, etc. Este

desequilibrio, llamado estrés oxidativo, causa dafios a las proteinas celulares, lipidos de



membrana y 4cidos nucleicos, lo que ocasiona en muchos casos, la muerte celular

(Maritim et al., 2003; Fukagawa, 1999).

Tabla 1. Sistema antioxidante enzimatico (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Superéxido dismutasa
O + Oy + 2H ——>H0: + O

Catalasa
H0, + H0, ——>2H,0 + O
Glutation peroxidasa
H0, + 2GSH =———> GSSG + 2H.0
Glutation reductasa
GSSG + NADPH + H* ———> 2GSH + NADP*

Tiorredoxina reductasa
Tiorredoxina-S; + NADPH + H* <——=> NADP* + Tiorredoxina-(SH):
Tiorredoxina-(SH): + proteina-5; ——> Tiorredoxina-S;  Proteina-(SH).

Hemo oxigenasa %ez* BR
Hemo + O ﬁ CO + Biliverdina Billirrubina
NADPH NADP* NADPH NADP*

La tabla 1 muestra algunos mecanismos enzimaticos que las células poseen para
protegerse del dafio oxidativo. Entre los mecanismos enzimaticos, la primera linea de
defensa es la superéxido dismutasa que dismuta el anién Oz a H20;. El H20; se
metaboliza por la catalasa y por la glutatién peroxidasa a H2O. La glutation peroxidasa
reduce el H20O2 a H20, junto con la oxidacion del glutation. El glutation es reducido por
la glutation reductasa en presencia del NADPH para que pueda ser utilizado por la
glutation peroxidasa. La tiorredoxina oxidada se reduce por el NADPH a través de la
accion de la tiorredoxina reductasa. Otro mecanismo es la conversién de grupo hemo
por la hemo-oxigenasa en presencia de NADPH y O: a biliverdina, misma que en
presencia de NADPH y por accién de la biliverdina reductasa (BR) se transforma a

bilirrubina.

10



Una forma de prevenir el estrés oxidativo es proporcionar al organismo una dieta
de alimentos rica en antioxidantes como las fresas, la cebolla, las espinacas que, lim6n
que contienen vitamina C (Chavez y Ledesma, 1997) y el ajo del cual se han detallado

sus propiedades antioxidantes.

2.3 El ajo

El ajo, cuyo nombre cientifico es Allium sativum, esta compuesto principalmente
por agua (62-68%), fibra (1.5%), proteinas (1.5-21%), lipidos (0.1-0.2%), vitaminas
(0.015%), minerales (0.7%), saponinas (0.04-0.11%), y-glutamilfenilalanina (0.04-0.11%),
4cidos fendlicos (0.004%), acido fitico (0.08%), P-sitosterol (0.0015%) y compuestos
organosulfurados (1.1-3.5%) (Lawson, 1998). Estos tltimos han adquirido importancia
debido a que cuando el ajo es cortado, los S-alquil-L-cisteina sulf6xidos presentes en el
diente de ajo intacto, a excepci6on de la cicloalina, sufren una transformacién a
_tiosulfinatols (Tabla 2), debido primero, a la reaccién de la alina que se encuentra en
células del mesofilo, con la alinasa que se encuentra en células vasculares (Figura III), y
segundo, a su inestabilidad. Estos compuestos son principalmente alina, metina e
isoalina, y los compuestos que se forman después de la reaccibn son
alquilalcanotiosulfinatos, los cuales confieren al ajo el olor caracteristico; entre ellos
estan la alicina, alilmetanotiosulfato, 4cidos sulfénicos y las y-L-glutamil-S-alquil-L-
cisteinas (Lawson, 1998). Cuando un extracto acuoso de ajo se calienta, la alicina se
convierte a dialil disulfuro, dialil trisulfuro y a polisulfuros (Block, 1996). Sin embargo,
el calentamiento por 20 minutos volatiliza un 97% de los tiosulfinatos formados. El
calentamiento del diente de ajo a ebullicion del agua por 15 minutos, inhibe a la alinasa

(Koch y Lawson, 1996) y con ello la formacion de los tiosulfinatos.
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Tabla 2. Principales compuestos organosulfurados en el ajo entero y molido (Lawson,

1998; Koch y Lawson, 1996).

COMPUESTOS AJO ENTERO AJO MOLIDO

mg/g PESO FRESCO mg/g PESO FRESCO

S-Alquil-L-cisteina sulféxidos
Alil cisteina sulféxido (alina) 6-14 nd
Metil cisteina sulféxido (metina) 0.5-2 nd
trans-1-propenil cisteina sulféxido (isoalina) 0.1-1.2 nd
Cicloalina 05-1.5 05-15
1-L-glutamil-S-alquil-L-cisteinas
y-L-glutamil-S-trans-1-1propenil cisteina 3-9 39
y-L-glutamil-S-alil cisteina 2-6 2-6
y-L-glutamil-S-metil cisteina 0.1-04 0.1-04
Alquilalcanotiosulfinatos
Alil 2-propentiosulfinato (alicina) nd 2.545
Alilmetiltiosulfinatos (2-isémeros) nd 0.3-1.5
Alil trans-1-propentiosulfinatos (2- nd 0.05-1.0
isémeros)
Metiltrans-1-propentiosulfinatos (2- nd 0.02-0.2
isémeros)
Metilmetanotiosulfinato nd 0.05-0.1

nd = no determinado

12




NH
\/k Almasa AN ?
ta b+ Z

QH_
Alina Acido alilsulfénico Acido aminoacrilico
Esponténeo 2H,0
H,0

2NH;  + S

Alicina Acido pirtivico

Figura III. Formaci6n de alicina por la accién de la alinasa

2.4 Efecto del calentamiento sobre las propiedades terapéuticas del ajo.

La inhibicién de la alinasa disminuye o desaparece las propiedades terapéuticas
del ajo. Prasad et al. (1996) informaron que el calentamiento del extracto de ajo crudo
disminuye su capacidad para atrapar radical ‘OH. Ali et al. (1999) informaron que el
calentamiento del extractos acuoso de diente de ajo por 15 minutos tiene poco efecto
sobre la actividad de la ciclooxigenasa comparada con el extracto de ajo crudo en tejidos
de conejos (Ali, 1995). También se encontré que el calentamiento del extracto acuoso de
diente de ajo crudo tiene poco efecto sobre los niveles de tromboxanos en el suero de
ratas comparado con el extracto de ajo crudo (Bordia et al., 1996). El calentamiento del
diente de ajo por 60 segundos en microondas inhibe in wvivo las propiedades
anticancerigenas (Song y Milner, 2001). El calentamiento a ;ebullicic’)n del extracto de ajo
crudo por 20, 40 y 60 minutos reduce 10% su actividad para atrapar -OH comparado con

el extracto de ajo crudo (Prasad et al., 1996). El calentamiento a ebullicion del extracto de
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ajo crudo por 10 minutos, disminuye el efecto de la agregacién plaquetaria comparada
con el extracto de ajo crudo in vitro. El extracto calentado de ajo crudo tuvo poco efecto
sobre la actividad de la ciclooxigenasa en plaquetas sanguineas, vasos sanguineos y
pulmoén (Ali et al., 1999), al igual que la actividad bactericida contra Helicobacter pylori

comparado con el extracto de ajo crudo (Cellini et al., 1996).

2.5 Preparacion de ajo en polvo

Una de las formas para preparar ajo en polvo es la liofilizacion de dientes de ajo
previamente congelados con nitrégeno liquido o hielo seco. Otra forma de prepararlo es
por deshidratacion, cortando el diente de ajo en pequefias rebanadas y sometiéndolo a
temperaturas mayores de 60°C, proceso en el que se pierden muchos tiosulfinatos.
También se prepara con acetona y se torna menos oloroso que con agua (Block, 1996).
Asi, dependiendo de cual de estos procesos se lleve a cabo sera la cantidad de alina
presente en el mismo (Koch y Lawson, 1996).

El polvo de ajo tiene distintas aplicaciones, las principales son: como condimento
en la preparacion de alimentos y su uso con fines terapéuticos. Se presenta
comercialmente en forma de tabletas, grageas y capsulas. Las grageas con capa entérica
previenen la inhibicién de la alinasa en el estomago a causa del pH bajo y evitan, al

igual que las capsulas, el olor caracteristico (Block, 1996; Lawson, 1998).

2.6 Resumen de las propiedades antioxidantes de compuestos y extractos de ajo

En la tabla 3 se resumen algunas de las propiedades antioxidantes de algunos
compuestos y extractos de ajo. Los compuestos descritos han sido estudiados
individualmente, sugiriendo que la actividad antioxidante de los extractos de diente y
de polvo de ajo puede deberse a la presencia de estos compuestos. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que otros compuestos presentes en dichos extractos como las

y-glutamil -S-alquil-L-cisteinas estén participando en la actividad antioxidante.
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Tabla 3. Resumen de los compuestos y extractos de ajo con propiedad antioxidante.

Extractos Propiedad Referencia
Reduce la produccién de radical| Yang et al., 1993; Prasad et
‘OH al., 1996
Inhibe la lipoperoxidacién Yin y Cheng, 1998
Extracto de diente de |Inhibe la lipohidroperoxidacion Yang et al., 1993
ajo crudo
Inhibe la oxidacibn de las|Pedraza-Chaverri et al., 2004a
lipoproteinas en suero humano Gil-Ortiz, 2004.
Inhibe in vitro la oxidacién de las Albarran-Moran, 2003
lipoproteinas en suero humano | Pedraza-Chaverri et al., 2004a
Reduce la produccién de radical Prasad et al., 1996
OH
Extracto calentado de |Inhibe la lipoperoxidacién Yin y Cheng, 1998
ajo crudo
Inhibe in vitro la oxidacién de las Albarran-Morén, 2003
lipoproteinas en suero humano | Pedraza-Chaverri et al., 2004a
Extracto de ajo Inhibe la oxidacion de las Gil-Ortiz, 2004.
hervido lipoproteinas en suero humano | Pedraza-Chaverri et al., 2004a

Reduce la produccién de radical
‘OH

Torok et al., 1994

Extracto de ajo en | Inhibe la produccién de Oz Siegers et al., 1999
polvo
Inhibe in vitro la oxidacién de las Albarran-Moran, 2003
lipoproteinas en suero humano | Pedraza-Chaverri et al., 2004a
Extracto de ajoen  |Reduce la produccién de radical Kim et al., 2001

polvo calentado

OH

Atrapa H;O; Ide etal., 1996; Ide y Lau,
1999
Extracto de ajosin  |Inhibe la oxidacion de las Gil-Ortiz, 2004

pelar, calentado en
microondas

lipoproteinas en suero humano

Pedraza-Chaverri et al., 2004a

Extracto de diente de
ajo en escabeche

Inhibe la oxidacion de las
lipoproteinas en suero humano

Gil-Ortiz, 2004.
Pedraza-Chaverri et al., 2004a

Extracto de ajo
envejecido

Ide et al., 1997; Yamasaki et
al.,, 1994; Wang et al., 1998;

Inhibe la lipoperoxidacién Ide etal., 1996; Ide y Lau,
1999; Imai et al., 1994; Yang et
al., 1993
Previene la deplecion del Ide y Lau, 1999

glutatién en células endoteliales

Disminuye la insuficiencia renal
aguda inducida por gentamicina

Maldonado-Jiménez, 2004
Maldonado et al., 2003a
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Aumenta el contenido de|Gengetal,1997; Wangetal.,
glutatién en células endoteliales 1999
Aumenta la SOD, GPx y catalasa | Geng et al., 1997; Wang et al.,
en células endoteliales. 1999
Aceite de ajo Inhibe la lipoperoxidacién Hikino etal., 1986
Reduce la produccién de radical| Kourounakis y Rekka, 1991
‘OH
Alina Atrapa H:0. Ide etal., 1996
Inhibe la lipoperoxidacién Ide etal., 1996
Reduce la produccién de radical Prasad et al., 1995;
OH Xiao y Parkin, 2002
Alicina Inhibe la lipoperoxidaciéon Prasad et al., 1995
Atrapa singulete (!0;) in vitro Xiao y Parkin, 2002
Atrapa DPPH in vitro Xiao y Parkin, 2002
Atrapa radical -OH in vitro Xiao y Parkin, 2002
Isoalina Atrapa singulete (10;) in vitro Xiao y Parkin, 2002
Atrapa DPPH in vitro Xiao y Parkin, 2002
Metina Atrapa radical ‘OH in vitro Xiao y Parkin, 2002
Atrapa DPPH in vitro Xiao y Parkin, 2002
Reduce la produccién de radical Kim et al., 2001
OH .
Inhibe la produccién de O2- Kim et al., 2001
S-alil cisteina Atrapa H.O Ide et al.., 1996; Ho et al., 2001
Disminuye la insuficiencia renal| Maldonado-Jiménez, 2004
aguda inducida por gentamicina Maldonado et al., 2003b
Inhibe la lipoperoxidacién Ide et al., 1997; Yamasaki et
al.,, 1994; Ide et al., 1996; Imai
etal., 1994
No(-1-desoxi-D- Atrapa H:O, Ryu etal., 2001
fructos-1-il)-L-
arginina
Atrapa H20; Ide et al., 1996
Inhibe la lipoperoxidacién Ide et al., 1996; Imai et al.,
1994; Hikino et al., 1986
S-alilmercaptocisteina | Previene parcialmente el dafo Chirino-Lépez, 2003

renal funcional y estructural
inducido por gentamicina.

Pedraza-Chaverri et al., 2004b

Tiene efecto protector en la Castro-Cardelas, 2003
nefrotoxicidad inducida por|Pedraza-Chaverri et al., 2004b
gentamicina
Dialil sulfuro Disminuye de forma parcial la Cer6n-Toald, 2002
nefrotoxicidad inducida por | Pedraza-Chaverri et al., 2003a
gentamicina.
Dialil disulfuro Inhibe la lipoperoxidacion Dwivedi et al., 1998; Fanelli et

al.,, 1998
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Disminuye el dafio renal Gonzélez-Orozco, 2003
inducido por gentamicina Pedraza-Chaverri et al., 2003b
Inhibe la lipohidroperoxidacion Yang et al., 1993
Dialil trisulfuro Atrapa O, in vitro Pérez-Garcia, 2002
Dialil polisulfuros: |Inhibe la lipoperoxidacién Horie et al., 1992;
tri-, tetra-, penta-,
hexa-, hepta sulfuro.
Propil disulfuro | Inhibe la lipohidroperoxidacién Yang et al., 1993
Alil sulfuro Inhibe la lipohidroperoxidacién Yang et al., 1993
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3. JUSTIFICACION

La capacidad del ajo para inhibir in vitro la oxidacién de las lipoproteinas en
suero humano (Albarran-Moran, 2003; Pedraza-Chaverri et al.,, 2004a), disminuir la
insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina (Maldonado-Jiménez, 2004;
Pedraza-Chaverri et al. 2000a), inhibir la lipoperoxidaciéon (Prasad et al., 1995) y la
lipohidroperoxidacion (Yang et al., 1993) se piensa que se debe a sus propiedades
antioxidantes. Estas propiedades del ajo y de sus constituyentes organosulfurados se
han demostrado in vitro por algunos investigadores. Xiao y Parkin en el 2002
demostraron que la alicina, isoalina y la metina atrapan DPPH, la metina y la isoalina
atrapan radical -OH, la alicina y la isoalina atrapan singulete (10.). Ide et al. (1996)
demostraron que la alina atrapa H202 e inhibe lipoperoxidacién. Pedraza-Chaverri et al.,
(2004b) demostraron que la S-alilmercaptocisteina previene parcialmente el dafio renal
funcional y estructural inducido por gentamicina. Cerén-Toala (2002) demostré que el
dialil sulfuro disminuye en forma parcial la nefrotoxicidad inducida por gentamicina.
Pérez-Garcia (2002) determiné la capacidad del dialil trisulfuro para atrapar in vitro
ani6n Oy

Con esta investigacién se pretende saber si el ajo es capaz de mantener sus
propiedades antioxidantes cuando es sometido a 30 minutos de calentamiento. Con ello,
se podra saber si la capacidad antioxidante del ajo se debe a la actividad de la alinasa, es
decir, a los tiosulfinatos que se forman por la accién de la alinasa sobre la alina o a los
sulfoxidos de cisteina presentes en el diente de ajo entero. De esta manera, se
determinara también si los compuestos con actividad antioxidante presentes en el diente
y ajo en polvo son estables a la temperatura de ebullicion por 30 minutos de los
extractos respectivos. Se determinard la actividad antioxidante del ajo en polvo presente
en preparaciones comerciales para confirmar que la actividad no sera uniforme debido

al procesé al que es sometido el diente de ajo para su elaboracién.
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4. HIPOTESIS

La capacidad para atrapar Oz, H20; y radical -OH de los extractos de ajo en
polvo y diente de ajo (antes y después de cortar) sometidos a 30 minutos de
calentamiento se vera disminuida.

La capacidad para atrapar Oz, HO; y radical -OH de los extractos de ajo en

polvo presente en las preparaciones comerciales no sera uniforme.

5. OBJETIVOS
e Determinar si el calentamiento a ebullicién por 30 minutos de extractos acuosos de
diente de ajo (antes y después de cortarlo) y de ajo en polvo afecta la capacidad y la

estabilidad de los compuestos activos para atrapar Oz, H2O.y radical OH.

e Determinar la capacidad antioxidante presente de los diferentes extractos de ajo en

polvo para atrapar Oy, H2O2y -OH.
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6. METODOLOGIA

6.1 Materiales y reactivos
6.1.1 Reactivos

El ajo en polvo se adquiri6 de McCormick® (México D.F.) y el diente de ajo fresco
se adquiri6 de una tienda de autoservicio (México D.F.). Las preparaciones comerciales
estudiadas fueron: una caja con 50 capsulas de 400 mg de ajo en polvo marca Ajo
deshidratado hecho en México por el Laboratorio de productos naturales Azteca, S.A de
C.V. con # de lote 180402214, una caja con 180 grageas de 66 mg de ajo en polvo marca
Cirkulin hecho en Alemania por Roha Arzneimittel GmbH y distribuido en México por
Farmasa Schwabe con # de lote 120117 y una caja con 50 capsulas de 330 mg de ajo en
polvo marca Arkocadpsulas hecho en Francia por laboratorio Arkopharma S.A. con # de
lote N32756.

La xantina oxidasa, la xantina, el acido ascérbico, el 4cido tiobarbitarico (TBA), la
deferoxamina (DFO), la dimetiltiourea (DMTU), el piruvato, el tetrametoxipropano, la
desoxirribosa, el nitroazul de tetrazolio (NBT), el naranja de xilenol y el hidroxitolueno
butilado se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

El acido tricloroacético (TCA), el acido etilendiaminotetracético (EDTA), el
carbonato de sodio (NaxCOs), las sales de fosfato para los amortiguadores, el sulfato
ferroso amoniacal, el 4cido sulftrico (H2S0.) y el acido clorhidrico (HCI) se adquirieron
de ].T. Baker (México, D.F.).

El peréxido de hidrégeno (H202) y el metanol grado HPLC se adquirieron de
Mallinckrodt (México D.F.) y el cloruro férrico se adquirié de Aldrich (St. Louis, MO,

EUA). Todos los compuestos son calidad de grado analitico.
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6.2 Preparacién de los extractos de ajo

Extracto de diente de ajo crudo (EDAC)

Asumiendo que el diente de ajo tiene aproximadamente 70% de agua y 30% de
compuestos solidos, se pes6 el diente de ajo para calcular la cantidad de agua y la
cantidad de compuestos presentes en €I, se hicieron los calculos pertinentes para obtener
una concentracién de 0.1 g de compuestos sélidos por 1 mL de agua. Se homogeniz6 con
agua destilada utilizando un politrén, se centrifug6 en un equipo Beckman, modelo J2-
21 a 15,000 rpm por 10 minutos a 4°C y se utiliz6 el sobrenadante. A partir de esta
disolucién se hicieron diluciones que se usaron en los tres sistemas: xantina/xantina
oxidasa, ensayo de FOX y el ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, que

se detallardn mas adelante.

Extracto calentado de diente de ajo crudo (ECDAC)
El proceso para la preparacion del extracto fue el mismo que para el EDAC, a

excepcién de que el extracto se calenté por 30 minutos a ebullicién antes de centrifugar.

Extracto de diente de ajo hervido (EDAH)
Para preparar el extracto, en un vaso de precipitado se calenté agua hasta
ebullicién, se agrego el diente de ajo sin cortar y se dej6 ahi por 30 minutos. Después, se

sigui6 el mismo procedimiento que para el EDAC.

Extracto de ajo en polvo (EAP)
Se pesaron 0.3 g de ajo en polvo y se adicionaron 3 mL de agua, se agité durante
10 minutos y se centrifugé a 15,000 rpm por 10 minutos a 4°C; se utiliz6 el sobrenadante

y a partir de esta concentracién se hicieron diluciones.
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Extracto calentado de ajo en polvo (ECAP)
El procedimiento fue el mismo que para el EAP, excepto que el extracto se calent6

por 30 minutos a ebullicién antes de centrifugar.

Extracto de ajo en polvo; preparacion comercial: Ajo deshidratado (AD)

Para preparar el extracto, se pesé el contenido de 10 capsulas de ajo deshidratado
por separado, se obtuvo el promedio y a partir de éste se calcul6 la cantidad de ajo de
acuerdo a la especificacion de la presentacion para obtener una concentracién de

0.1g/mL. El procedimiento fue el mismo que para el EAP.

Extracto de ajo en polvo; preparacion comercial: Cirkulin (CK)

Primero se pesaron 10 grageas de la preparacion comercial Cirkulin por
separado, se obtuvo el promedio y a partir de éste se calcul6 la cantidad necesaria de
acuerdo a la especificacion de la presentacién para obtener una concentracién de 0.1

g/mL. El procedimiento fue el mismo que para el EAP.

Extracto de polvo de ajo; preparacion comercial: Arkocdpsulas (AK)

El procedimiento corresponde al utilizado en AD.

6.3 Valoracién fotométrica de la capacidad antioxidante

6.3.1 Capacidad atrapadora de Oz por los extractos de ajo a partir de un sistema xantina/xantina
oxidasa

Se us6 un programa de longitud de onda fija, en donde se registraron las lecturas
cada minuto por tres minutos a 560 y 295 nm.

El fundamento del ensayo en la figura IV:
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Acida drico
A 295 nm

" "Q "
D{J.Q_Q.. HO—OL H.}Q ®)

Nitroazul de tetrazolio (NBT) Formazin
A 560 nm

Figura IV. (A) Generacién del Oz y acido trico a partir del sistema xantina/xantina
oxidasa. (B) Reduccion del NBT por el Oz-.

El Oy generado por la xantina oxidasa reduce al azul de nitrotetrazolio, el cual se
transforma a formazan que presenta absorbencia a 560 nm. Si los extractos de diente de
ajo y polvo de ajo como el acido nordihidroguaiarético tienen actividad antioxidante
sobre el Oy, el NBT no sera reducido. Sin embargo, si se observa actividad antioxidante
puede deberse a que el compuesto estd actuando directamente con el Oz~ 0 que estd
inhibiendo a la xantina oxidasa que cataliza la formacion del Oz~. La constante
produccién de acido trico que absorbe a 295 nm indicara que el extracto o compuesto
no estd inhibiendo a la xantina oxidasa, permitiendo la generacién de Oz y la
subsiguiente reduccién del NBT.

El 4cido nordihidroguaiarético (NDGA) fue utilizado como estandar (figura V),
después de haber mostrado en un trabajo que se hizo en nuestro laboratorio, capacidad
para atrapar Oz a concentraciones de 0.00009 a 0.015 mg/mL a partir de sistema
xantina/xantina oxidasa.

El NDGA es un potente antioxidante (Kanehira et al., 2003) caracterizado como
un lignano encontrado en la planta Larrea tridentata que es un arbusto que crece en el

suroeste de EUA y en el norte de México. Esta planta que se conoce cominmente como

23



chaparral, arbusto de crosota o gobernadora, ha sido usada etnobotanicamente para

tratar diferentes enfermedades (revisado en Lambert et al., 2002).

Figura V. Estructura quimica del NDGA.

Ensayo:
"-Iw% Muestra
Sustrato™ 750 pL 750 pL
Muestra™ R 100 uL
Amortiguador de fosfatos 50 mM 100 pL —
Xantina oxidasa (168 U/L) 150 pL. 150 pL.

* el 100%, es el punto o valor de referencia para determinar si los
extractos tienen o no actividad antioxidante.

** Sustrato:
[Final]
Xantina 0.09 mM
Carbonato de sodio 0.016 M
NBT 22.8 uM
Amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0

"Muestra.
A partir del stock 0.1 g/mL de cada extracto se prepararon las siguientes

concentraciones:

(mg/mL)
0.12
0.32
0.76
153
2,61
313
411

Sl o | |G| =
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Xantina oxidasa.

La solucién de la enzima se prepara dependiendo del nimero de muestras y del
namero del lote. Por ejemplo: el lote niimero x indica que 1 mg de sé6lido equivale a 0.06
U:

006U - 1mg 2800 mg ---—-—-—- 1000 mL
168 U ---—-— X = 2800 mg X=11.2 mg ---------- 4 mL
Por lo que hay que pesar 11.2 mg de la enzima y disolverla en 4 mL de agua destilada.

Una vez obtenidas las absorbencias a 560 y 295 nm a partir de los datos del tubo

100% expresado anteriormente, se calcul6 el porcentaje de NBT reducido en presencia

de la muestra.
6.3.2 Capacidad atrapadora de H>0; por los extractos de ajo a partir del ensayo de FOX

Al ensayo de hierro-naranja de xilenol (FOX) fueron incorporados todos los
extractos de diente de ajo, polvo de ajo y de piruvato, para medir la capacidad
atrapadora de H202 durante 30 minutos. El ensayo de FOX consiste en la oxidacion del
ion ferroso (Fe?*) por el H2O; a la forma férrica (Fe¥*) la cual se une al naranja de xilenol

y forma un complejo colorido que absorbe a 560 nm (figura VI).

Fe** + H,0, — Fe' (A)

Fe*t + ©\so,m
i ————  Complejo colorido  (B)
I ] (560 nm)

R

R = (CH,COOH):NCHa),
Naranja de xilenol

Figura VI. (A) Oxidaci6n del ion ferroso por el H20.. (B) Formaci6n del
complejo por el Fe3* y el naranja de xilenol.
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El piruvato fue utilizado cémo estdndar ya que se ha reportado que reduce la
cantidad de H2Oz in vitro (Salahudeen et al., 1991) reaccionando como se muestra en la

figura VIIL:
(0] (0]
i I
CH;-C-COOH + H,0, — CH;-C-OH + CO; + H,0

Figura VII. Descarboxilacién del piruvato por el H20,.
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Procedimiento.

1) Preparar H20; 200 uM fresco. 2) Preparacién de reactivos FOX.
(2.26 pL de H,0, + 100 mL de HzO) Para 50 tubos.
R1: R2:
44 mg de a) Naranja de xilenol.
hidroxitolueno 4.0 mg
butilado para 50 b) Sulfato ferroso
mL de metanol amoniacal.
3) Preparar la curva estindar grado HPLC. 55mg
c) Disueltos en 5.5 mL
de H:50, 250 mM
=T
HZOS i ] Hch_z_(im kM) N{UIE)IDZO Mezclar 50 mL de R1
25 125 9875 con 5.5 mL de R2
5 25 975
10 50 950 4) Preparacion de la muestra
15 75 925 l
25 125 875 _
35 175 825 5) A partir del stock
50 250 750 0.1 g/ mL se tomaron
75 376 624 50 pL de cada extracto
de diente de ajo y de
polvo de ajo y se
6) Preparar agregaron a 500 pL de
una sol. 50 uM H>0. Se hacen las
de HO; siguientes diluciones.
(500 pL de
Hz0, 200 pM +
7) Tomar 90 pL de cada dilucién y 1500 pL de
agregarlos a un eppendorf. H:0)
| |
A cada eppendorf adicionar 10 pL de Tuto A S']"“da} :{28 5};’(:;
metanol y 900 pL del reactivo de FOX {”1 ) (20 ";] f;;
| 2 55 5 60
Incubar 30 min a 3 50 10 60
temperatura 4 45 15 60
ambiente 5 40 20 -60
I 6 35 25 60
7 30 30 60
Lerer:a So0nm 8 25 35 | 60
9 20 40 60
10 15 45 60
11 10 50 60
12 5 55 60
13 0 60 60
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Concentracién del extracto de diente de ajo y de polvo de ajo en el ensayo a partir de la

dilucién (paso 6) del stock.
Dilucién (mg/mL) en el ensayo
1 0.12
2 0.37
3 0.75
4 1.13
5 1.51
6 1.89
Vi 2.27
8 2.65
9 3.03
10 340
11 3.78
12 416
13 454

A partir de los datos obtenidos de la curva estandar se determinaron las concentraciones
de H2Oz en presencia de la muestra, se graficaron los resultados en base la cantidad de

peroxido existente después de 30 minutos de incubaci6n, a partir del control.

6.3.3 Capacidad atrapadora de " OH por los extractos de ajo a partir de sustancias reactivas al

dcido tiobarbitiirico

Se us6 un sistema generador de ‘OH para determinar la capacidad neutralizante
de cada muestra para este radical. En este ensayo el radical -OH generado a partir de la
reaccion de Fenton, degrada a la desoxirribosa a sustancias que reaccionan con el 4cido
tiobarbitdrico (Figura VIII) y este complejo es medido espectrofotométricamente a 532

nm y cuantificada a partir de una curva de tetrametoxipropano.
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O\J‘ + - OH » 0\/\/0
OH i Malondialdehido

Desoxirribosa e

Figura VIII. Degradaci6n de la desoxirribosa por el
radical -OH generado por la reaccién de Fenton

La dimetiltiourea (Figura IX) fue elegida como estindar debido a que ha
mostrado ser una potente atrapadora de radical -OH (Walter y Shah, 1988).

S

C
CH;—N o \N—CH3
H H
Figura IX. Dimetiltiourea
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Procedimiento.

1) Encender el bafio 2) Preparar el reactivo 3) Preparar é4cido ascorbico
marfa con aceite y TBA/TCA/HCl/DFO pm176.1.
calentarlo a 100°C (proteger de la luz) (1.67 mg de 4cido ascérbico
T +10 mL de amortiguador
- 20 mM pH 7.4)
Pesar 0.1875g de acido
‘;) PrePafl:;s o tiobarbittirico y agregar
RO 415 mL de H.O
g‘;; 2 destilada y 1.04 mL de ) e Ry
.77 mg de -UL.
SesoloscsiD, | | Do eowmimda (5.665 L de HiO; +
mL de 1L 4.994 mL de H20)
amortiguador 20 Agitarlo con vortex hasta lograr
mM pH74. disolverlo y 30 min antes de
usar este reactivo afiadir 7.5 mL
de 4cido tricloroacético 100% y 7) Preparar la curva
00333 de deferoxamina {-DFO) estandar del
6) Preparar y esperar hasta que todo se tetrametoxipropano
EDTA/FeCls disuelva. (TMPO)

L TC
3.85mgde EDTAy Preparar la sol. Preparar la sol.
1.62 mg de FeCl; + 10 "Stgck B” o "Szgck A”

mL de amortiguador T 1T
20mM pH 74
10 pL de sol. Stock A + 10 pL de TMPO + 812
9.99 mL de amort. 20 pL de amort. 20 mM
8) Preparar i pHzA
curva estandar
||
nmol de “Stock B” TMPO Amortiguador de fosfato de
Malondialdehido (uM) potasio 20 mM pH 7.4
0 0 1000
0.37 10 990
0.74 20 980
1.48 40 960
2.96 80 920
740 200 800
14.8 400 600
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9) Colocar en tubos de
vidrio de 12 x 75 mm
Reactivo En ensayo Tubo100% Tubo problema
Acido ascorbico 1000 pM 0.2 mM 200 uL 200 pL,
Desoxirribosa 2.8 mM 0.56 mM 200 uL 200 uL
H;0,; 10 mM 1mM 100 pL. 200 pL
Amortiguador de fosfatos 100 mM 7.4 300 uL 200 pL
Muestra e 100 pL
EDTA 1040 pM/ FeCls 1000 uM 0.208/02mM 200 L 200 pL
Agitar en vortex J——">1 Incubar1ha37°C =y Aiadir a cada tubo 1 mL de sol.
TBA/HCIl/TCA/DFO
(Incluidos blanco y la curva
estandar)

1

Enfriar a temperatura — Calentar a 100°C k: Agitar en vortex durante 10
ambiente durante 10 minutos segundos

!

Leer a 532 nm contra curva estandar
de tetrametoxipropano.

A partir de las absorbencias del tubo sin muestra (tubo 100%) se calcul6 el
porcentaje de complejo del acido tiobarbittirico en presencia del extracto para luego

realizar el anélisis correspondiente.
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6.4 Anilisis estadistico

La capacidad atrapadora de cada extracto de diente de ajo y de polvo de ajo para
cada especie reactiva de oxigeno se analiz6 a partir de un programa de estadistica
(Graph Pad Prism version 3.02, San Diego, CA) aplicando un ANOVA paramétrico
seguido por comparaciones multiples por el método de Dunnett. Los datos estan
expresados como promediozterror estandar de la media (EE). Una p<0.05 se consider6
significativa.

Para medir la capacidad de cada extracto para atrapar Oz, H2O2 0 OH, se hizo el
ensayo por cuadruplicado, se obtuvieron los porcentajes como se indicé anteriormente y
se promediaron, de tal forma que al 100% se le restaron los promedios y se graficaron a
partir de las concentraciones de cada extracto.

La actividad atrapadora se expresa como 50% de la concentracién inhibitoria
(ICs0) que es la concentracién del extracto o compuesto (mg/mL) que se requiere para
obtener el 50% del efecto inhibitorio. Entre menor sea el valor de la ICso mayor es la
capacidad del compuesto para atrapar Oz, H202 0 ‘OH. Los valores de ICso se calcularon
a partir de una recta ajustada por el método de minimos cuadrados usando el programa

Excel. Estos valores estan expresados como promediotintervalo de confianza al 95%.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Capacidad atrapadora de los extractos sobre elanién Oy

7.1.1 Extractos de ajo en polvo

En la figura X se muestra el efecto del extracto de ajo en polvo (panel A), el

extracto de ajo en polvo calentado (panel B) y del NDGA (panel C) sobre la produccién

de 4cido drico y Oz~ En el panel D se muestran los datos de los paneles A, By C

expresados como porcentaje de atrapamiento de O2-.
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Figura X. Efecto del extracto de ajo en polvo (A), extracto calentado de ajo en polvo
(B) y de 4cido nordihidroguaiarético (C) sobre la generacién del ani6én superéxido
(Oz27), determinando la produccién de écido trico ([[]) y la reduccion del NBT ()
en el sistema xantina/xantina oxidasa. El panel D muestra los porcentajes de
atrapamiento de Oz~ de los dos extractos y del estdndar utilizado (NDGA). Los datos
estan expresados como promedio + EE. n = 4. *p < 0.001, **p < 0.05 vs 0.
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Las barras blancas indican la produccién constante de 4cido trico, dato que
indica que la capacidad antioxidante es directa, es decir, que los extractos estin
reaccionando con el Oy y no inhibiendo la xantina oxidasa. Las barras negras indican la
inhibicién de la formacién del formazan mostrando una curva dosis-respuesta.

En el panel B se muestra que el calentamiento del extracto de ajo en polvo no
afecta su capacidad para reducir al NBT indicando que dicho extracto mantiene su
capacidad para atrapar al radical. También se observa que la capacidad antioxidante
tanto del extracto de ajo en polvo como del ajo en polvo calentado es menor que la del
estandar (D), al cual ya no fue posible incrementar las concentraciones en el sistema
debido a que hubo interferencia éptica. La ICso para el extracto de ajo en polvo fue de
0.51 mg/mL (panel A), mientras que para el extracto de ajo en polvo calentado fue de
0.66 mg/ mL (panel B) (tabla 4) mostrando este tltimo una menor actividad atrapadora.
Esto sugiere que los compuestos clave en esta actividad pueden ser los dialil disulfuros,
trialil disulfuros y los subsecuentes polisulfuros (Block, 1996) que son compuestos que
se forman debido a la inestabilidad de la alicina, misma que se produce cuando el diente

de ajo es cortado y calentado moderadamente a temperaturas menores a 100°C. El efecto

Tabla 4. Valores de ICs de los extractos de diente de ajo y ajo en polvo

ICso (mg/mlL)
Estindares Oz H,0, -OH
Piruvato - 041+1.1 -
DMTU - - 0.007 + 1.6
NDGA 0.0008 +1.4 - -
Extractos
EAP 051+1.2 093+1.2 -
ECAP 0.66+1.1 141+1.2 -
EDAC 335118 055+1.2 -
ECDAC 182+1.1 051+1.0 -
ECDAH 142+1.1 050+1.2 -
AD - 180+1.2 1.01+1.1
AK 087+1.0 0.73+1.2 -
CK - 459+13 -
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inhibitorio sobre la reduccién del NBT o la producci6én del Oz~ no puede explicarse por
la inhibici6n de la xantina oxidasa, pues se observa que la produccién del 4cido tirico no

se altera, con excepcion de las tiltimas tres concentraciones del panel B.

7.1.2 Extractos de diente de ajo

En la figura XI se muestra el efecto de concentraciones crecientes del extracto de
ajo crudo (A), del extracto calentado de ajo crudo (B) y del extracto de ajo hervido (C)
sobre la produccién de acido trico y Oz-. En el panel D se muestran los datos de los

paneles A, B y C expresados como porcentaje de atrapamiento de Oz~
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Figura XI. Efecto del extracto de ajo crudo (A), extracto calentado de ajo crudo (B),
extracto de ajo hervido (C) sobre la generacion del anién superéxido (Oz7),
determinando la produccién de acido trico ([_]) y la reduccion del NBT () en el
sistema xantina/xantina oxidasa. El panel (D) muestra los porcentajes de
atrapamiento de Oz de los tres extractos y del estandar utilizado (NDGA). Los datos
estan expresados como promedio + EE. n=4.*p <0.001, **p < 0.05 vs 0.
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La ICso del extracto de ajo crudo fue de 3.35 mg/mL, la ICso del extracto calentado
de ajo crudo fue de 1.82 mg/mL y la ICso del extracto de ajo hervido fue de 1.42 mg/mL.
Esto nos dice que el calentamiento aumenta ligeramente la capacidad del diente de ajo
para atrapar Oy, sugiriendo que los compuestos presentes en el diente de ajo sin cortar
tales como las sulféxidos s-alquil-1- cisteina, entre los que se encuentra la alina y los y-L-
glutamil-S-alquil-L-cisteinas, tienen actividad para atrapar anién Oz, sin embargo, dicha
actividad es mayor comparandola con el extracto de ajo crudo, es decir, contra los
compuestos que se forman cuando el ajo es cortado tales como alquilalcanotiosulfinatos.
Finalmente, el NDGA tiene mayor capacidad atrapadora de Oy que todos los extractos

estudiados, ya que su ICso fue de 0.0008 mg/mL.

7.1.3 Extractos de ajo en polvo presente en cada forma farmacéutica

En la figura XII se muestra el efecto de concentraciones crecientes de extractos de
ajo en- polvo y ajo en polvo de las preparaciones comerciales: extracto de ajo en polvo
(A), extracto de Ajo deshidratado (B), extracto de Arkocapsulas (C) y extracto de
Cirkulin (D).

La reduccién del NBT es muy evidente en la presentacién comercial Cirkulin
(panel D) si la comparamos con el extracto de ajo en polvo que no estd bajo ninguna
forma farmacéutica (panel A). Sin embargo, el extracto de polvo de ajo obtenido de
Arkocépsulas muestra una ICs de 0.87 mg/mL, mientras que el Ajo deshidratado como
el Cirkulin no alcanza el 50% de atrapamiento.

Esta tendencia se puede observar en la figura XIII donde se comparan todos los
extractos de ajo en polvo presente en cada preparaciéon comercial como la del estandar.
Estos resultados variables en la capacidad antioxidante del ajo en polvo presente en las
formas farmacéuticas estudiadas ya se esperaban debido a que no se sabe el proceso de
preparacion del ajo en polvo, ni el origen que tenian los dientes de ajo utilizados para el
proceso. También se puede atribuir a la muestra utilizada, ya que s6lo fue una caja a la

que se le determin6, para cada preparacion comercial, actividad antioxidante.
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xantina/xantina oxidasa. Los datos estan expresados promedio + EE.
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7.2 Capacidad atrapadora de los extractos sobre el H;0:

7.2.1 Extracto de ajo en polvo

En la figura XIV se presentan las curvas de dosis-respuesta de concentraciones de
extractos de ajo en polvo (panel A) y ajo en polvo calentado (panel B) y de piruvato
(panel C) sobre el porcentaje de H2O, presente. El panel D muestra los datos de los
paneles A, B, y C expresados como porcentaje de atrapamiento de H20,. La ICso del
extracto de ajo en polvo es de 0.93 mg/mL, mientras que para el ajo en polvo calentado
es de 1.40 mg/mL (tabla 4). Esto sugiere que el calentamiento afecta los compuestos con
actividad antioxidante presente en el polvo de ajo, disminuyendo la capacidad del

mismo para atrapar H20..
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Figura XIV. Efecto del extracto de ajo en polvo (A), extracto calentado de ajo en polvo
(B) y del piruvato (C) sobre la concentracion de H20; en el ensayo hierro-naranja de
xilenol. El panel D muestra los porcentajes de atrapamiento de HxO, de los tres
extractos y del estandar utilizado (Piruvato). Los datos estdn expresados como
oromedio + EE. n = 4. *o <(.001 vs (.
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La capacidad del piruvato utilizado como estdndar para atrapar H>O2 es mayor

comparada con el extracto de ajo en polvo, ya que la ICso se obtiene a una concentracién

de 0.41 mg/mL (C).

7.2.2 Extractos de diente de ajo

En la figura XV se muestra la capacidad antioxidante de los extractos de diente de
ajo para neutralizar H20,. Al observar el panel (D) se puede ver que todos los extractos
llegan a obtener un 100% de atrapamiento, sin embargo, el extracto de ajo hervido tiene

una ICso de 0.50 mg/mL, mientras que el extracto calentado de ajo crudo tiene una ICsp

de 0.51 mg/mL.
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Figura XV. Efecto del extracto de ajo crudo (A), extracto calentado de ajo crudo (B),
extracto de ajo hervido (C) sobre la concentraciéon de H20; en el ensayo hierro-naranja
de xilenol. El panel D muestra los porcentajes de atrapamiento de H20> de los tres
extractos y del estandar utilizado (Piruvato). Los datos estdn expresados como
promedio + EE. n =4. *p <0.001.
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Si comparamos las ICso del extracto calentado de ajo crudo (0.51 mg/mL) y del
extracto de ajo hervido (0.50 mg/mL) con la ICs del extracto de ajo crudo que fue de
0.55 mg/mL, deducimos que el calentamiento no disminuye la actividad antioxidante.
Con ello, los tiosulfinatos presentes en el extracto calentado de ajo crudo son estables a
la temperatura de ebullicién del agua, sugiriendo que el ajo mantiene su capacidad
antioxidante. La alina compuesto presente en el extracto de diente de ajo hervido como
la S-alilcisteina y S-l-propenilcisteina producidos a causa de la hidrolisis de la y-
glutamilcisteina tienen capacidad de atrapar H2O; (Koch y Lawson, 1996). Ademas, si
comparamos las ICso de los extractos con la del estindar de piruvato nos damos cuenta
que esta capacidad antioxidante para H202 es muy alta, similar a la del piruvato donde
la ICso fue de 0.41 mg/mL.

7.2.3 Extracto de ajo en polvo en formas farmacéuticas

En los paneles de la figura XVI se observa una curva dosis-respuesta donde al
aumentar la concentracién de cada extracto aumenta la capacidad neutralizante o
atrapadora para H20,. Con excepci6n de la concentracién de 0.1 mg/mL en todos los
paneles, de 0.3 mg/ml en los paneles B y D y de 0.7 mg/mL en el panel D, las
concentraciones utilizadas son diferentes significativamente. La capacidad del estandar
para atrapar H20; es mayor que la de los extractos mencionados. Esto puede observarse
en la figura XVII donde los datos de la figura XVI estdn expresados como porcentaje de
atrapamiento de H20,. En la tabla 4 se muestra los valores de ICso de cada extracto: 1.8
mg/mL para el Ajo deshidratado, 0.73 mg/mL para Arkocapsulas y 4.59 mg/mL para
Cirkulin.

Por tanto, la capacidad antioxidante se muestra en el siguiente orden:

Arkocépsulas > Polvo de ajo > Ajo deshidratado > Cirkulin.
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Figura XVI. Efecto del extracto de ajo en polvo (A) y de los extractos de ajo en polvo
contenido en cada forma farmacéutica: Ajo deshidratado (B), Arkocapsulas (C) y
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Figura XVII. Efecto de los diferentes extractos obtenidos del ajo en polvo presente en
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naranja de xilenol. Los datos estan expresados como promedio + EE.
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7.3 Capacidad atrapadora de los extractos sobre el -OH

7.3.1 Extractos de ajo en polvo

La figura XVIII se muestra el efecto del extracto de ajo en polvo (panel A),
extracto de ajo en polvo calentado (panel B) y dimetiltiourea (panel C) sobre la
produccion de ‘OH. El panel D muestra los datos de los paneles anteriores expresados
como porcentaje de atrapamiento del radical. En el panel B se muestra que el efecto del
calentamiento para el polvo de ajo no afecta su capacidad antioxidante para radical -OH;

esta preparacion conserva su capacidad para atrapar radical -OH (p<0.001 vs 0).
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Figura XVIIL Efecto del extracto de ajo en polvo(A), extracto calentado de ajo en
polvo (B) y de dimetiltiourea (C) sobre la produccién de radical ‘OH Los datos estan
expresados como promedio + EE. n =4. *p <0.001.
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Sin embargo, en la primera concentracién del extracto de ajo en polvo del panel A
no es significativa con respecto a la primera barra (0 mg/mL). La capacidad
antioxidante de los extractos para ‘OH es menor comparada con el estindar de DMTU,
ya que ninguno de los dos extractos alcanza un 50% de atrapamiento, es decir, no tiene

ICso. Sin embargo, la ICso de la DMTU es de 0.007 mg/mL.

7.3.2 Extracto de diente de ajo
En los paneles A, B y C de la figura XIX se muestran los resultados obtenidos a

532 nm, expresados como porcentaje de produccién de ‘OH, en los cuales se observa una
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Figura XIX Efecto del extracto de ajo crudo (A), extracto calentado de ajo crudo (B),
extracto de ajo hervido (C) sobre la produccion de radical -OH. El panel (D) muestra
los porcentajes de atrapamiento de ‘OH de los tres extractos y del estandar utilizado
(DMTU). Los datos estan expresados como promedio + EE. n=4.*p < 0.001.
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curva dosis-respuesta, en donde al aumentar la concentracién de los extractos aumenta
la capacidad atrapadora de -OH, siendo cada concentracion utilizada significativamente
diferente con respecto al control.

Con esto podemos decir que el efecto del calentamiento del diente de ajo ya sea
antes o después de cortarlo no afecta la capacidad atrapadora de radicales OH. Al
comparar los extractos con el estindar de DMTU (panel D) notamos que los extractos no

alcanzan a obtener el 50% de atrapamiento, siendo menor a la actividad de DMTU.

7.3.3 Extractos de ajo en polvo en formas farmacéuticas
En los paneles A y B de la figura XX se muestra una curva dosis-respuesta, donde

al aumentar la concentracion del extracto aumenta también la capacidad atrapadora de
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Figura XX. Efecto del extracto de ajo en polvo (A) y de los extractos de ajo en polvo
contenido en cada forma farmacéutica: Ajo deshidratado (B), Arkocapsulas (C) y
Cirkulin (D) sobre la producciéon de radical ‘OH. Los datos estdn expresados como
promedio + EE. n = 4. *p < 0.001, *p < 0.05 vs 0.
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OH. Las concentraciones utilizadas fueron significativamente diferentes (p<0.001) con
respecto a la primera barra (0 mg/mL) de cada panel, excepto para la concentracién de
0.16 mg/mL del panel A.

En los paneles C y D de la figura XX se observa actividad atrapadora, sin
embargo, la curva dosis-respuesta no es observable tanto en Arkocdpsulas como con
Cirkulin.

En la figura XXI se muestran los datos de los paneles de la figura XX expresando
los resultados como porcentaje de atrapamiento de radical -OH, donde se puede apreciar
que los extractos tienen menor capacidad atrapadora de ‘OH comparada con el estandar.
Ademas, la tnica presentacion comercial que alcanza la ICsp es el Ajo deshidratado con

1.01 mg/mL, sin embargo, es menor comparada con el estandar el cual fue de 0.007

mg/mL.
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Figura XXI. Efecto de los diferentes extractos de ajo en polvo presente en cada forma

farmacéutica y de DMTU sobre la produccion del -OH. Los datos estan expresados como
promedio + EE.

Finalmente, se puede decir que el calentamiento a ebullicién por 30 minutos no
afecta la capacidad de estos extractos de diente de ajo (antes y después de cortar) y de
ajo en polvo para atrapar Oy, H2O2y ‘OH, sugiriendo que los constituyentes sulfurados
del diente de ajo intacto como la alina, tiene actividad antioxidante, dada su existencia

por la inactivacién de la alinasa.
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Se puede agregar también que el efecto protector que tiene ante ciertas
enfermedades probablemente se debe a que neutraliza ERO como Oz, H20; y -OH.
Razo6n que podria ser investigada en los efectos benéficos de la alicina como inductora
de apoptosis en células cancerigenas (Oommen et al., 2004), ademéas del efecto reductor
de la presion arterial, insulina y triglicéridos (Elkayam et al., 2001) y de los compuestos
formados cuando la alicina es oxidada o hidrolizada como consecuencia del
calentamiento como los dialildisulfuro, dialiltrisulfuro y los correspondientes
polisulfuros (Block, 1996), efectos protectores en la lipoperoxidacién, la actividad
bactericida y bacteriostética contra Helicobater pylori (Awazu y Horie, 1997; Cellini et al.,
1996; Ide y Lau, 2001), y su efecto atrapador de -OH (Prasad et al., 1996), etc., donde
tanto la alina como la alicina estdn involucradas.

La inconsistencia en la actividad antioxidante del polvo de ajo presente en las
formas farmacéuticas puede deberse al tratamiento que recibe el diente de ajo para

preparar el ajo en polvo (Block, 1996).
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8. CONCLUSIONES

e La actividad antioxidante del ajo esta presente, atin cuando la alinasa es inhibida
al calentar por 30 minutos el diente de ajo (antes de cortar), sugiriendo que los
compuestos presentes antes y después de la activacion de la alinasa tienen
capacidad antioxidante.

e Los compuestos con actividad antioxidante son estables a la temperatura de
ebullicién del extracto de diente de ajo y de ajo en polvo por 30 minutos.

¢ La actividad antioxidante de las presentaciones comerciales no es uniforme.

9. PERSPECTIVAS

¢ Determinar si los extractos utilizados de diente de ajo y ajo en polvo tienen capacidad
de atrapar otras especies reactivas de oxigeno: singulete, acido hipocloroso,
peroxinitrito, 4cido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), 1,1-difenil-
2-picril hidrazil (DPPH) y otros radicales cuando son sometidos a calentamiento por

30 minutos.
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